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RESUMEN

Se validd la técnica para la cuantificacion de tilosina en polvo, para lo cual
previamente se estandarizo la técnica recomendada por la United States
Pharmacopeia version 30 del 2007, con el fin de ajustarse y dar cumplimiento a la
normativa internacional. La muestra se compuso del 10 % de tilosina fosfato y 90 %
de Carrier 40-60. El microorganismo sometido a prueba fue Micrococcus luteus
ATCC 9341 y se empled el método de difusion en agar. Los resultados de las pruebas
se sometieron al programa de validacion microbioldgica "Validation Manager”. El
método de difusidn en agar cumplid con los valores esperados, y asi quedo validada
la técnica.
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ABSTRACT

The quantification technique of powdered tylosin was validated. To this end, the
technique recommended by the United States Pharmacopeia, 30th version, 2007
was standardized to adapt it to and to comply with the international regulations.
The sample was composed of 10 % tylosin phosphate and 90 % Carrier 40-60. The
agar diffusion was used to test the micro-organism Micrococcus luteus ATCC 9341
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and all results were microbiologically validated by the program "Validation
Manager". The agar diffusion method met the prospective values, thus validating
the technique.
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INTRODUCCION

La validacidon consiste en demostrar con un alto grado de confianza por medio de
evidencia documentada, que un proceso especifico producira de forma consistente
y permanente productos que poseerdn las caracteristicas de calidad predefinidas.?

Los estudios de validacion forman parte esencial de las buenas practicas de fabricacién
y deben efectuarse conforme a protocolos definidos de antemano.? En estos se debe
preparar un informe escrito que resuma los resultados y las conclusiones logradas.
A su vez en este tipo de estudios deben establecerse procesos y procedimientos, los
cuales periddicamente se someteran a una revalidacidn, con el fin de seguir obteniendo
los resultados deseados.

El propdsito del presente estudio fue la validacién microbioldgica de la técnica para
la cuantificacién de tilosina en polvo, la cual es de gran importancia en la industria
pecuaria.’ De esta manera se busca asegurar la calidad del producto, de tal forma
que ayude a contribuir al mejoramiento de la calidad de vida animal.

METODOS

Se realizd una validacidn de tipo concurrente. En la validacidon de la metodologia de
la técnica para la cuantificacion de tilosina, se evaluaron los parametros de
especificidad, selectividad, linealidad, precisidn, exactitud, limite de deteccién y
cuantificacion. Los resultados se analizaron inicialmente en Excel y posteriormente
mediante el programa estadistico "Validation Manager".

Microorganismo y solucion amortiguadora

El microorganismo en el presente estudio fue Micrococcus luteus, el cual se obtuvo
de las colecciones estandarizadas de la American Type Culture Collection (ATCC 9341).
Se uso6 una solucién amortiguadora 3 N y pH 8.

Medio de cultivo

El medio base de cultivo se compuso de medio antibidtico No. 11.* Se agregd 20 mL
de este a cada caja de Petri, y se dejo solidificar por 40 min.
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Inoculo

Se prepard una suspension en solucion salina al 0,9 % de Micrococcus luteus, hasta
obtener una turbidez igual al patréon de McFarland al 25 % de transmitancia.
Posteriormente por cada 100 mL de medio antibidtico No. 11 se adiciond 3 mL de la
suspension del microorganismo. A partir de esta se tomaron 6 mL, los cuales se
inocularon al medio base, como capa de siembra. El inoculo se dejé solidificar por 1 h.

Muestra de trabajo y estandar

Como Estandar se utilizé tilosina fosfato, lote No. E067067, con una potencia de
901,8 UI/mg. La muestra de trabajo usada fue tilosina en polvo al 10 % de
concentracién (lote No. TFOH0072P) como principio activo.

Perforacion y lectura

Se realizaron 6 perforaciones equidistantes entre ellas en el agar ya inoculado.
Posteriormente se rotularon tres pozos como muestra de trabajo y los restantes como
estandar. La siembra se realiz6 enfrentando la concentracion central de trabajo
contra la muestra estandar, agregando en cada pozo 100 pL respectivamente. Las
cajas se incubaron a 37 °C por 18 + 2 h y después de transcurrido el tiempo se
procedio a la lectura de los halos de inhibicién.

Especificidad

Se prepararon muestras al 100 % del estandar, muestra y diluyente. Se selecciond
1,6 UI/mL como concentracion central de trabajo.

Linealidad

Para evaluar la linealidad del sistema se realizaron diluciones a partir del estandar,
obteniéndose 8 niveles de concentraciones diferentes que van desde 0,6 hasta 2,8 Ul/mL
(0,6;1,0;1,2;1,4; 1,6; 2,0; 2,4y 2,8 Ul/mL), con el fin de determinar la concentracién
de trabajo.

En la linealidad del método, se realizaron diluciones a partir del estandar, pero se le
adicion6 1 mL de placebo antes de aforar la dltima dilucion de cada concentracién.

Selectividad

Para verificar la selectividad del método analitico se prepararon muestras al 100 %
del estandar, la muestra y a su vez se realizo el andlisis al excipiente "carrier", con
el fin de detectar posibles interferencias, por lo cual se sometieron a las siguientes
condiciones:

Acidez: 5 mL de HCI 1 N en bafio termostatado por 1 h a 60 °C.
Basicidad: 5 mL de NaOH 1N en bafio termostatado por 1 h a 60 °C.

Fotolisis por UV: luz solar por una semana.
Temperatura: en baho termostatado a 60 °C por 1 h.
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Precision

La evaluacién de la precision del método, se realizé por 2 analistas en 2 dias
diferentes usando la misma muestra.

Para la evaluacién de la precision del sistema, se tomaron 10 datos de la
concentracién central del parametro linealidad del sistema y se sometieron al
tratamiento estadistico mediante el programa "Validation Manager".

Exactitud

Para verificar la exactitud del método, se prepararon soluciones a diferentes
concentraciones (80, 100 y 120 %) a partir del estandar adicionando 1 mL de
placebo a la ultima dilucion, con el fin de verificar el porcentaje de recuperacion el
cual se encuentra entre 97-103 %.

Limite de deteccion

Para evaluar el limite de deteccion, se realizaron diluciones hasta obtener una
concentracién de 0,6 UI/mL, la cual se enfrentd al estandar que tenia una
concentracién de 1,6 UI/mL.

Limites de cuantificacion

Se enfrentaron la muestra y el estandar, los cuales poseian una concentracién de
0,8 y 1,6 UI/mL respectivamente. Esta prueba se realizd con el objeto de evaluar la
confiabilidad y exactitud en el valor.

RESULTADOS
Especificidad

En la muestra de trabajo se obtuvo una concentracién de 10,6/100 g, en el placebo
y en el caso del diluyente no hubo presencia de halo de inhibicion.

Selectividad

En condicién acida el estandar tuvo un porcentaje de degradacion de 32,4 % en
cambio la muestra obtuvo un 44,2 %. Bajo condiciones de basicidad, el Estandar
present6 un 96,1 % de degradacién frente a la muestra que presentd un 95,9 %.
En condiciones térmicas el estdndar presentd una degradacion del 38,9 % comparado
con el 52 % obtenido por la muestra; bajo radiaciones ultravioleta, el porcentaje de
degradacién del Estandar fue del 7 % vy el de la muestra de 14,5 %.

358
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia 2011;45(3):355-360

Linealidad

En la linealidad del sistema la ecuacion obtenido fue y= 0,0941x - 1,2096 con
un R*= 0,996. Para la linealidad del método, se obtuvo la siguiente ecuacidn:
y=0,121x - 1,5818 con un R%= 0,9577.

Precision

Para el dia y el analista 1, se tuvo un porcentaje promedio de 105,3; eneldialy
analista 2, el porcentaje promedio conseguido fue de 100,1. Para el analista 1 en el
segundo dia, se obtuvo un porcentaje promedio de 96,6, y para el analista 2 el
porcentaje promedio fue de 100,4.

Exactitud

Al 80, 100 y 120 % de concentracion, el porcentaje de recuperacién obtenido fue
de 102,1, 98,7 y 101,7, respectivamente.

Limite de deteccion

Se observo halo de inhibicién a partir de 0,6 UI/mL, del estandar.

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién es de 0,8 UI/mg, concentracion en la cual se obtuvo un
porcentaje de recuperacion de 103,1 y 105,9.

DISCUSION

Se puede observar en el parametro de especificidad que la técnica evaluada permite
encontrar respuesta en la muestra de trabajo, y a su vez se pudo verificar que tanto
el placebo como el diluyente no afectan la respuesta de la tilosina, ya que no hubo
presencia de halo de inhibicién en estos.

En la evaluacién del parametro de selectividad, cuando la muestra y el estandar se
sometieron a radiaciones UV, temperaturas altas, condiciones acidas y basicas, se
observé que el principio activo (tilosina) es susceptible a este tipo de condiciones.
En cambio el placebo que se sometid a estas mismas condiciones no se vio afectado,
por lo que era de esperarse no presentd halo de inhibicidén. Estos resultados indican
qgue el producto debe almacenarse de manera adecuada, de tal forma que esté lejos
de los rayos solares y de cualquier tipo de sustancia que altere su pH, ya que en
condiciones de basicidad supera el 95 % de degradacion.

En la linealidad del sistema del principio activo (tilosina fosfato), la ecuacién de la
recta obtenida es la curva patrén para la evaluacion de los pardmetros de validacion.
En la linealidad del método de tilosina comparado con el estandar, se encontrd una
respuesta lineal ya que hay proporcionalidad entre la concentracion de trabajo y la
respuesta del halo. En ambas evaluaciones de linealidad los valores son aceptables
ya que presentaron r> mayores que 0,95.
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Para la precision del método se pudo apreciar que el analista 1 y 2 en los 2 dias
evaluados, presentaron un coeficiente de variacidon de repetitividad de 3,98 y un
coeficiente de variacion de precision de 4,81, con una especificacion maxima de 5.
Lo anterior indica que el método cumple con los parametros de repetitividad
(precisién del procedimiento cuando es repetido por el mismo analista bajo el mismo
conjunto de condiciones, los mismos reactivos, equipos, graduaciones y laboratorio,
dentro de un lapso breve) y reproducibilidad.

En el parametro de exactitud, el porcentaje de recuperacion al 80, 100 y 120 % de
concentracion del estandar fue cercano al 100 %, esto indica que la técnica es exacta,
con valores reales al momento de trabajar.

El limite de deteccion se determiné de forma experimental, este comenzo6 desde 0,6 UI/mL
de concentracion, pues ésta fue la minima concentracion en la cual se observaron
halos de inhibicion. El limite de cuantificacién para la tilosina fue de 0,8 UI/mL,
confirmando asi que la concentracion es exacta y cuantificable, porque mostré
resultados coherentes y valores que pueden someterse al andlisis estadistico.

Por lo anterior se puede concluir que el método de difusidon en placa, mediante la
técnica de potencia funciona para la validacion de la técnica de cuantificacion de
tilosina, en productos cuya forma farmacéutica sea en polvo. De manera adjunta se
observd que los pardametros criticos para la validacion microbiolégica de la técnica
son la selectividad y la precision.
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